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RESUMEN

La presencia de variantes génicas en aquellos genes participantes durante el desarrollo sexual en
mamiferos conduce a la apariciéon de desérdenes del desarrollo sexual (DSD) donde el sindrome de
insensibilidad a los andrégenos (SIA) es el desorden mas frecuente, predominantemente en pacientes
con cariotipo 46,XY. La causa principal es la presencia de variantes genéticas a lo largo de los 8 exones
gue conforman al receptor de andrégenos (AR/NR3C4), donde la actividad residual del receptor
determina el grado del desorden. En este estudio, dos pacientes con un cariotipo 46,XY fueron
analizados para identificar variantes a lo largo del gen NR3C4 mediante la amplificacién individual de
cada exo6n a partir de DNA gendmico proveniente de muestras de sangre periférica de pacientes y
controles que acudieron al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Con
los productos amplificados obtenidos mediante PCR, se realiz6 el tamizaje molecular para identificar
variantes génicas mediante polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP) con subsecuente
secuenciacion para conocer la alteracion en la secuencia nucleotidica presente en los pacientes. Los
ensayos de SSCP detectaron una sustitucion de un solo nucleétido en el dominio de unién al ligando
(exdén G) del gen NR3C4 en el paciente 1 y su consanguineo en la posicion p.Arg847Lys del AR. Esta
variante no se encuentra reportada a la fecha; sin embargo, podria asociarse a un fenotipo de
resistencia androgénica parcial, cuyo resultado podria afectar la conformacion del “pocket” de unién a
ligando (LBP), sugiriendo la inactivacién del receptor. Asi mismo, la variante presente en ambos
individuos, potencialmente puede ser producto de un proceso hereditario de la madre. Para el paciente
2, se detect6 una delecion de un solo nucle6tido en el dominio de unién al DNA (ex6n C), en la posicion
p.Asn600Metfs*625. Esta variante ya ha sido reportada con anterioridad y se asocia a un diagnéstico
de resistencia androgénica completo cuyo resultado son defectos en la actividad de unién y
dimerizacion del DNA. Ademas, podria sugerir que el origen de la variante génica es de novo. Estudios
a futuro sugieren realizar ensayos de funcionalidad del gen NR3C4. Este analisis genético/molecular
es un aporte fundamental para el conocimiento de la etiologia de la enfermedad y para el asesoramiento

genético de los pacientes.



1. INTRODUCCION

La determinacién del sexo en mamiferos involucra 3 procesos consecutivos de sefializaciébn molecular:
(1) el sexo cromosdmico, que ocurre como consecuencia de la fertilizacion; (2) la determinacion
primaria del sexo, donde los factores genéticos impulsan el desarrollo y formacién de testiculo u ovario,
y (3) la diferenciacion sexual secundaria, definida como el desarrollo fenotipico sexual por la accion
hormonal (Diaz, V., et al. 2017; Hou, L., et al. 2021). Si las células somaticas son XY, el gen SRY (Sex
determining Region of the Y chromosome) se expresa para regular la via de determinacion masculina
(Eggers, S., & Sinclair, A., 2012). En su ausencia, las crestas gonadales inducen la diferenciacion
ovarica adicional a la expresion de multiples genes (Eggers, S., et al. 2014).

La presencia de variantes en genes involucrados en la determinacion del sexo conduce a la aparicion
de desdrdenes del desarrollo sexual (DSD), donde el sexo cromosémico, gonadal o anatémico es
atipico (Hou, L., et al. 2021). Una de las causas principales es originada ya sea por la disminucion en
la produccién de andrégenos como testosterona (T) o 5a-dihidrotestosterona (DHT), o bien, a la
alteracion de la funcién del receptor de andrégenos (AR). Esta alteracion genera resistencia hormonal
0 incapacidad de unién de T/DHT en tejidos blanco. Esta condiciébn se conoce como sindrome de
insensibilidad a los andrégenos (SIA) y es una de las causas mas comunes de los DSD, donde el

cariotipo 46,XY es altamente frecuente en SIA (Wisniewski, B., et al. 2019).

Se estima que este desorden tiene una prevalencia de 1:20,000-1:100,000 nacimientos y se
caracteriza por la presencia de génadas testiculares en individuos con un fenotipo femenino completo
o con diversos grados de virilizacién en genitales internos y externos. Por ello, el SIA se clasifica en
tres categorias: SIA completo (CAIS), parcial (PAIS) y leve (MAIS), dependiendo de la severidad de
resistencia androgénica por el AR (Tan, M., et al. 2015; Tyutyusheva, N., et al. 2021). La patologia del
desorden es el resultado de variantes a lo largo del gen AR/NR3C4; la mayoria de estas, son de origen
germinal y en otros casos, se deben a variantes génicas somaticas o de novo durante la embriogénesis
(Tyutyusheva, N., et. al. 2021). El AR pertenece a la familia de receptores nucleares y esta estructurado
por un dominio N-terminal (NTD: exén A), un dominio de union al DNA (DBD: ex6n B y C), una region

bisagra y un dominio de unién al ligando (LBD: ex6n D-H) (Tan, M., et al. 2015).

Con el fin de colaborar a un diagnéstico correcto de la enfermedad y brindar una mejor calidad de vida
en pacientes con un DSD 46,XY, la caracterizacion y busqueda de variantes en el gen NR3C4
representa una herramienta fundamental. Por lo que el presente trabajo busca brindar informacién, un
diagnostico molecular mas certero y asesoramiento genético en 2 pacientes con DSD-46,XY con el fin

de ofrecer un mejor enfoque molecular en el entendimiento de la etiologia del sindrome.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Determinacion y diferenciacion sexual en mamiferos

En mamiferos, en la tercera o cuarta semana después de la concepcién, las células germinales
primordiales son las primeras células detectadas en el saco vitelino. Estas células migran y se
diseminan en respuesta a sefiales quimiotacticas para dar origen a la formacion de la cresta urogenital,
estructura precursora de las génadas (Diaz, V., et al. 2017). Posteriormente, la cresta urogenital se
comienza a colonizar por los llamados precursores de células de soporte, progenitores
esteroidogénicos y células germinales primordiales (Estermann, A., et al. 2020). Estos precursores se
originan en el epitelio celdmico subadyacente, que luego se someten a una transicion epitelial a
mesenquimal (EMT) donde expresan una Unica sefial molecular que incluyen los factores de
transcripcion SF-1 (Steroidogenic Factor 1), GATA-4 (GATA binding protein 4), WT1 (Wilms’ tumor
suppressor 1) y LHX9 (Lim homeobox 9). Estos factores transcripcionales estan principalmente

asociados a la formacién de cordones sexuales primitivos (Stévant, 1., et al. 2018; Nef, S., et al. 2019).

Durante la formacién de la cresta gonadal, el subconjunto de células que expresan el SF-1 dan lugar a
la mayor parte de las células somaticas que componen la génada bipotencial, incluidas las células de
soporte y las células esteroidogénicas que se diferencian en células de Sertoli 0 en células de Leydig;
respectivamente. Sin embargo, estudios recientes demuestran que la diferenciacion de estos linajes
celulares esta controlada primordialmente por la expresién del gen WT1 (Zhang, L., et al. 2015; Stévant,
l., et al. 2018; Estermann, A., et al. 2020). En ausencia de un cromosoma Y y la presencia de dos
cromosomas X, las crestas genitales se desarrollan como ovarios debido a la expresion de factores de
transcripcién femeninos especificos tales como RSPO1 (R-Spondin 1), WNT4 (Wnt Family Member 4)
y FOXL2 (Forkhead box protein L2). Posteriormente, el ovario desarrollado induce la sintesis de
estrogenos que contribuyen al desarrollo del utero, los oviductos y el cuello uterino a partir de los
conductos de Miller (Hake, L., & O'Connor, C. 2008; Cools, M. et al. 2017).

Lainiciacién y el mantenimiento del sexo gonadal esta determinado por interacciones antagénicas entre
la via ovarica y testicular. Si las células sométicas son XY, el factor determinante de testiculo (TDF o
SRY, Sex determining Region of the Y chromosome) se expresa en células pre-Sertoli alrededor de la
sexta semana de gestacion. Dicha expresion, se encarga de regular la via de determinacion del sexo
masculino, en donde las gonadas fetales indiferenciadas se dirigen a una via de diferenciacion tisular
que conduce a la formacién de tubulos testiculares (Kojima, Y., et al. 2007; Eggers, S., & Sinclair, A.
2012).
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La expresion del gen SRY desencadena eventos de sefializacion celular, que incluyen la migracion de
células metanéfricas a la gonada fetal. El SRY es un miembro de la familia de factores de transcripcion
y encargado de controlar la expresién de multiples genes que participan en la diferenciaciéon gonadal.
Debido a su unién en regiones especificas del DNA, la proteina SRY tiene la habilidad de inducir la
expresion de otras proteinas reguladoras como SOX9 (SRY-Box Transcription Factor 9), SF-1, DMRT1
(Doublesex and mab-3 related transcription factor 1), GATA-4 y DHH (Desert hedgehog). Uno de los
principales factores de transcripcién en el desarrollo testicular es el SOX9, un miembro de la familia de
proteinas de unién al DNA del grupo de alta movilidad (HMG) que se encarga de inducir la
diferenciacion de las células de soporte a células de Sertoli dentro del testiculo embrionario (Zhang, L.,
et al. 2015).

Alrededor de la sexta semana de gestacion, las células de Sertoli diferenciadas producen la hormona
antiMulleriana (AMH) gracias a la accion sinérgica de las proteinas reguladoras anteriormente
mencionadas. La proteina AMH es responsable de inducir la regresién de los conductos Millerianos en
la gbnada bipotencial durante la octava semana de gestacién hasta la semana 12. Al mismo tiempo,
durante la novena semana después de la concepcion, el SF1 induce la expresion de proteinas
participantes en la via esteroidogénica, con el fin de iniciar la biosintesis de andrégenos en las células
de Leydig, tales como la T necesaria para el desarrollo, diferenciaciéon y crecimiento de los genitales
internos como los conductos de Wolff, tales como el epididimo, los conductos deferentes y vesiculas
seminales (Parker, K. 2002; Wilhelm, D., et al. 2007). Asimismo, la T sirve como sustrato para la sintesis
de DHT, un esteroide 5a-reducido y necesario para el desarrollo completo de los genitales externos
masculinos a través de la fusion de los pliegues genitales que forman el pene y el escroto, asi como el
desarrollo de la prostata (Wilhelm, D., et al. 2007; Donohoue, P., 2020).

Una vez que maduran las génadas masculinas, el descenso testicular es regulado por diferentes
factores anatomicos y hormonales a través de dos etapas: (1) la fase transabdominal y (2) la fase
inguinoescrotal. Ambas fases ocurren en humanos entre la décima y la decimoquinta semana de
gestacion; respectivamente (Makela, J., et al. 2018; O’Neill, M., et al. 2019). La fase transabdominal del
descenso testicular ocurre entre la décima y la décimo quinta semana de gestacion y se basa en el
desarrollo y la reorganizacion gubernacular bajo la influencia hormonal. El desarrollo del testiculo ocurre
en la superficie del mesonefros de la cresta urogenital, mientras que el gubernaculum se desarrolla a
medida que el mesonefros retrocede al inicio de la diferenciacion sexual. Una vez maduras las gonadas,
gue se encuentran ancladas inicialmente en la parte alta del abdomen y unidas al canal inguinal a través
del gubernaculum, el descenso de los testiculos se inicia por expansion gubernacular que ocurre en

respuesta al acido hialurénico y a los glucosaminoglicanos, promoviendo la retencion de agua.
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Posteriormente, ocurren procesos de division celular y generacion de la matriz extracelular para que el

gubernaculum aumente de tamario (Hutson, M., et al. 2013; Lee, M., 2017).

Asi mismo, el factor tipo insulina 3 (INSL3) producido en las células de Leydig, desempefa un papel
central en el proceso de expansion gubernacular. Cuando la proteina INSL3 se acopla con el receptor
peptidico RXFP2, se envian sefales a las células gubernaculares para estimular su diferenciacion y su
crecimiento (Kumagai, K., et al. 2002; Lee, M., 2017). Después de completar la primera fase de
descenso, hay una pausa en la migracion testicular hasta la semana 25 en humanos donde tiene lugar
la fase inguinoescrotal. Esta etapa depende principalmente de la accion de los andrégenos y consiste
en el paso de los testiculos desde el anillo inguinal interno hacia el escroto debido al acortamiento de
la parte proximal del gubernaculum. Este mecanismo es causado por la desaparicion de matriz
extracelular y la condensacion de material fibroso, provocando un incremento en la densidad celular
(Lee, M., 2017).

Generalmente, la falta completa de actividad androgénica en fetos 46,XY con variaciones genéticas
inactivantes del AR da como resultado el desarrollo de un fenotipo femenino y los testiculos quedan
ubicados en las regiones abdominales/inguinales. Las formas mas leves dan como resultado una
variedad de fenotipos gue incluyen micropene, criptorquidia, escroto bifido y/o hipospadias (Hughes, I.,
et al. 2012).

13



2.2 Eje Hipotalamo-hipofisis-testiculo

La reproduccién, el desarrollo y el mantenimiento de las caracteristicas sexuales masculinas son
controladas principalmente por el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo (HHT). El eje estd compuesto
biolégicamente por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la hormona luteinizante (LH), la

hormona foliculo estimulante (FSH) y los esteroides gonadales (Dhole, B., & Kumar, A., 2017).

Durante la ontogenia del eje HHT, las neuronas encargadas de secretar GnRH se desarrollan a partir
del epitelio del &rea olfatoria medial y migran hasta el hipotalamo fetal. La glandula hipofisaria comienza
la produccion de gonadotropinas (FSH y LH) en la novena semana de gestacién y alcanza su punto
maximo en la semana 20, con una disminucion gradual por el aumento progresivo de los esteroides
placentarios; se ha observado que este mecanismo suprime la actividad del eje HHT fetal (Bizzarri, C.,
& Cappa, M., 2020). En la mitad de la etapa de gestacion, FSH estimula la replicacién de células de
Sertoli con el fin de producir AMH e inhibina B. Por otro lado, la funcion de las células de Leydig durante
la embriogénesis estd modulada por la gonadotropina coriénica humana (hCG), que con el paso del

desarrollo embrionario progresivamente es reemplazada por LH (Rey, R., & Grinspon, R., 2011).

La concentracion en sangre de todas las hormonas involucradas en el eje testicular es baja al
nacimiento e incrementan progresivamente en la primera semana de vida neonatal. Los niveles de las
gonadotropinas, T y la proteina INSL3 son similares a los niveles hormonales en los adultos hasta el
sexto mes de vida, cuando comienzan a descender a niveles bajos o indetectables. En esta etapa las
células de Sertoli permanecen inmaduras hasta la pubertad (Kuiri, T., et al. 2014) y es en esta etapa
donde se inicia un aumento en la liberacion pulsatil de GnRH desde el &rea predptica medial (POA)
hacia la hipofisis anterior. La generacion del pulso también parece estar gobernada por un grupo de
neuronas conocidas como KND, denominadas asi por coexpresar kisspeptina, neuroquinina B (NKB) y

dinorfina A (Dyn) en el nicleo arcuato del hipotalamo (Lehman, M., et al. 2010).

La hormona GnRH liberada, es transportada a través de la circulacion portal, donde se une a receptores
especificos de la superficie celular de la glandula hipofisaria anterior para inducir la liberacion de las
glicoproteinas LH y FSH. Las variaciones en las frecuencias y amplitudes del pulso de GnRH regulan
la sintesis y liberacion de FSH y LH en la hip&fisis, donde las frecuencias de pulsos bajos (un pulso
cada 2 h o mas) estimulan una mayor produccion de FSH y las frecuencias de pulsos altos (un pulso
por hora) estimulan una mayor produccién de LH, ambas liberandose a la circulacion periférica (Dhole,
B., & Kumar, A., 2017; Stamatiades, G., & Kaiser, U., 2018).
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En varones, la LH estimula la produccién de T a través de la union con su receptor en las células de
Leydig. Dicha union, induce la activacion de la via cAMP (AMP ciclico) dependiente de PKA (protein
kinase A) que induce la sintesis de enzimas necesarias para iniciar el proceso de esteroidogénesis
testicular y producir T (Dhole, B., & Kumar, A., 2017). Por otro lado, la FSH se une a su receptor
acoplado a proteina G especifico en las células de Sertoli a través de un mecanismo dependiente de
cAMP, estimulando el crecimiento testicular y la produccion de varias proteinas de union a andrégenos,
los cuales son componentes del tabulo testicular necesarios para sustentar la maduracion de los
espermatozoides, tal como la inhibina B (Dhole, B., & Kumar, A., 2017). La T ejerce una
retroalimentacién negativa sobre las neuronas productoras GnRH y en las neuronas secretoras de
kisspeptina en el nucleo arcuato, asi como en la capacidad de respuesta en la hipofisis anterior a la
GnRH (figura 1). Asi mismo, también ejerce su efecto de retroalimentacion negativa al estimular la
liberacion de péptidos opioides de las neuronas hipotalamicas, inhibiendo la secrecién pulsatil de GnRH
del hipotdlamo. Por otro lado, la inhibina B también ejerce su efecto negativo sobre la glandula
hipofisaria anterior, lo que suprime los niveles de FSH (Dhole B., & Kumar A. 2017; Stamatiades, G., &
Kaiser, U., 2018).
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Figura 1. Eje hipotadlamo-hipdfisis-testiculo. La sintesis de GnRH es estimulada por neuronas secretoras de Kiss-1 ubicadas
en el nicleo arcuato. GnRH se libera hacia la hipdfisis anterior donde estimula la sintesis de hormonas gonadotropicas: LH y
FSH. Las células de Leydig ubicadas en los testiculos responden a la estimulacion por LH y secretan T. Las células de Sertoli
estimuladas por FSH, liberan inhibina B. La T estimula negativamente a las neuronas del hipotdlamo y a la glandula hipofisiaria.

La inhibina B ejerce una retroalimentacion negativa en la hipofisis para detener la sintesis de FSH.
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2.3 Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides regulan una amplia variedad de procesos fisiol6gicos y del desarrollo durante
la vida fetal y hasta la edad adulta. Todas ellas se sintetizan a partir del colesterol, por lo tanto;
comparten una misma estructura quimica como se muestra en la figura 2. Dicha estructura se forma
por 17 &tomos de carbono conectados por la unién de 4 anillos, tres de ellos son ciclohexanos (A, By

C) y un anillo es un ciclopentano (D).

Figura 2. Estructura general de los esteroides. Estructura quimica formada por 17 &tomos de carbono distribuidos en 4 anillos
fusionados, los cuales 3 son ciclohexanos y 1 es un ciclopentano (ciclopentanoperhidrofenantreno).

Especificamente, el proceso biosintético donde el colesterol se convierte en hormonas esteroides
biolégicamente activas se conoce como esteroidogénesis. Estas moléculas se sintetizan principalmente
en la glandula suprarrenal y las génadas bajo el control del eje regulador hipotalamo-hipéfisis-glandula

esteroidogénica (suprarrenal y gonadas) (Chakraborty, S., et al. 2021).

El proceso de esteroidogénesis involucra dos grupos enzimaticos principales: el citocromo P450 (CYP),
gue cataliza reacciones de hidroxilaciéon y escision de sustratos esteroidales mediante la ruptura de
enlaces C-C; cuyas reacciones son irreversibles y por otro lado la participacion de enzimas
hidroxiesteroides deshidrogenasas (HSD), involucradas en las reacciones de oxidacion y reduccion de
hormonas. La mayoria de estas reacciones catalizadas por HSD son mecanicamente reversibles y
pueden funcionar bidireccionalmente. Estas enzimas se encuentran en las membranas internas de la

mitocondria y del reticulo endoplasmico (Schiffer, L., et al. 2019; Milosevic, A., et al. 2021).

La molécula precursora de los esteroides hormonales, el colesterol, se puede obtener via endégena a

partir de acetato en el reticulo endoplasmico y de forma exdgena a partir de ésteres de colesterol
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derivados de lipoproteinas y colesterol libre que reside en la membrana plasmatica (Schiffer, L., et al.
2019).

La esteroidogénesis da inicio cuando las moléculas de colesterol son transportadas a la membrana
interna de la mitocondria a través de la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) donde
ocurre la conversion de colesterol a pregnenolona (Preg) a través de tres reacciones de oxidacion
secuenciales: una 20a-hidroxilacion, 22-hidroxilacion y la escision de la cadena lateral del colesterol
por el sistema conformado por CYP11Al (P450scc), ferredoxina (FDX1) y ferredoxina reductasa
(FDXR) y cuya expresion se regula en respuesta a la estimulacion de LH. Este es el primer paso
limitante en la produccion de T (Fluck, C., et al. 2003).

La molécula de Preg resultante, se difunde pasivamente de la mitocondria al reticulo endoplasmico liso
donde se convierte a 17a-hidroxipregnenolona (170HPreg) y dehidroepiandrosterona (DHEA)
mediante la via AS. La primera reaccién es catalizada por la actividad de la enzima CYP17A1 apoyada
por la donacion electrénica del cofactor oxidoreductasa P450 (POR). Mientras que la segunda reaccion
es catalizada por la actividad de la enzima CYP17A1 apoyada de POR y el citocromo b5 (CYB5) para
facilitar una 6ptima conformacion alostérica (Flick, C., et al. 2003; Auchus, R., 2004).

La DHEA es transformada gradualmente a T a través del intermediario androstendiol, reaccion
catalizada por la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa 3 (HSD17B3/173-HSD3). La T puede
ser reducida a DHT a través de la actividad de la 5a-reductasa tipo 2 (SRD5A2/5a-Red2), enzima
expresada principalmente en la piel genital y la préstata. La DHT presenta mayor afinidad por el receptor
de andrégenos (AR/NR3C4) que la T debido a que el tiempo de disociacion entre DHT-AR es mayor
(Fltck, C., et al. 2003). La via esteroidogénica predominante en humanos esta representada en la

figura 3.

En humanos, sélo una pequefia fraccion de pregnenolona se convierte a androstendiona mediante la
via A% cuyo intermediario es la progesterona (Prog) y la 17-hidroxiprogesterona (170HP). La baja
eficiencia de esta conversion se debe a que la actividad de la enzima 17,20 liasa es pobre teniendo
como sustrato a 170HP en comparacion con la 170HPreg y porque su actividad es menos abundante
en humanos (Flick, C., et al. 2003).
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Figura 3. Biosintesis de andrégenos via AS en los testiculos. Las células de Leydig producen esteroides Cio a través de la via
clasica A® que predomina en humanos. El colesterol es transportado a la membrana interna de la mitocondria donde la cadena
lateral se escinde y forma la Preg por accidn de la enzima CYP11A1. La Preg se convierte a 170H-Preg y posteriormente a
DHEA por accién de la enzima CYP17A1, ambas apoyadas por la oxidorreductasa P450 y el citocromo b5. DHEA es convertida
a androstendiol, intermediario de la T gracias a la accién de 178HSD3 y posterior participacion de la 3HSD2. Finalmente, la

T se reduce a DHT por accidén de la enzima 5a reductasa 2, considerado el androgeno mas potente.

En afios recientes se ha identificado una via alternativa para la produccién de DHT denominada
backdoor que diverge de precursores comunes de la via clasica, pero sin emplear a T como
intermediario. En esta via de sintesis, los precursores Czi, principalmente la Prog y la 170HP, son
sustratos de reductasas y aquellas pertenecientes a la familia HSD para la obtencién final de DHT. Asi
mismo, las células de Leydig también pueden producir estrégenos a través de la enzima microsomal
CYP19A1, responsable de catalizar la aromatizacion de T a estradiol. Los estrogenos derivados de
andrégenos contribuyen a numerosos procesos fisioldgicos, incluida la maduracion esquelética (Fliick,
C., et al. 2003; Auchus, R., 2004; Mares, L., et al. 2020).
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2.4 Receptor de andrégenos

El AR pertenece al grupo de receptores nucleares y es un factor de transcripcion dependiente del
ligando, responsable de regular la expresion de genes involucrados en la diferenciacion sexual, el
desarrollo y la expresion del fenotipo masculino a través de la unién del complejo androgeno-AR a una
secuencia especifica del DNA. El gen responsable que lo codifica es denominado NR3C4 (receptor
nuclear subfamilia 3, grupo C, gen 4) y se localiza en el cromosoma X, especificamente en la region
gl1-q12 (Gelmann, E., 2002).

La region codificante de la proteina contiene 2757 pares de bases que abarcan un total de ocho exones.
La proteina esta formada por 919 aminoé&cidos y tiene un peso molecular de 110 kDa. El AR/NR3CA4,
como todos los receptores esteroides, se compone de 3 regiones principales: (i) un dominio N-terminal
(NTD) (residuos 1-555) codificado en su totalidad por el exén A, seguido de (ii) un dominio de unién al
DNA (DBD) (residuos 555-623) encargado de unir al receptor a secuencias especificas del DNA y
codificado por los exones By C; y (iii) un dominio de union al ligando C-terminal (LBD) (residuos 665—
919) que se encuentra unido a una region bisagra (residuos 623—665) codificado por los exones D al H
(figura 4). Los tres dominios que conforman al AR/NR3C4 son importantes para su funcién (Gelmann,
E., 2002; McEwan, |., 2004).

A.
Cromosoma X ] *
B.
gen AR cmmm A m— B=mCe= D = FE=wF=uGe= H =
5' 3!
C. ) ‘
proteina AR # CAG NTD # GGC DBD LBD
1 555 623 | 665 919

Bisagra

Figura 4. Ubicacion génica y estructura del AR/NR3C4. A. El gen NR3C4 se encuentra ubicado en el brazo largo del
cromosoma X. B. El gen esta constituido por ocho exones identificados cada uno por una letra en direccion 5°-3’. C. La proteina
resultante se divide en tres dominios funcionales: (i) un dominio N-terminal (NTD), (ii) un dominio de unién de DNA (DBD), (iii)

un dominio de unién al ligando C-terminal (LBD) unido a una regién bisagra.
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El primer ex6n codifica en su totalidad para la region NTD y contiene una secuencia de extension
variable de poliglutaminas (CAG) y poliglicinas (GGC). La repeticién de triplete CAG comienza a partir
del codbon 58 y se extiende de 11-31 repeticiones en hombres sanos. Numerosos estudios
epidemioldgicos han determinado que la prolongacién de repeticiones (CAG)n se asocian con
trastornos relacionados a la reduccién de la actividad de los andrégenos (Gelmann E., 2002; Mouritsen,
A., et al. 2013). En el caso de las repeticiones GGC, la longitud se extiende de 22—-24 repeticiones de
glicinas. Por lo tanto, alelos de repeticiones de bajo tamafio CAG (<19 repeticiones) y GGC (<15
repeticiones) resulta en una alta actividad del AR/NR3C4 (Esteban, E., et al. 2005).

Dentro del dominio NTD se encuentra una region de actividad transcripcional conocida como funcion
de activacion 1 (AF1). Esta region contiene dos unidades de activacion transcripcional (Tau) separadas:
Tau-1y Tau-5. Estas regiones son indispensables para la actividad funcional completa del AR/NR3C4.
A nivel de proteina, la regién Tau-1y Tau-5 contienen un motivo de 5 aminoacidos cada una (3FQNLF?’
y ®3WHTLF*¥") respectivamente, donde se ha observado que estas regiones regulan las interacciones
directas entre los dominios NTD y LBD (denominada interaccién N/C), que son importantes en la
regulacién de algunos genes dependientes de andrégenos. La interaccion N/C también ayuda a
estabilizar el dimero del AR/NR3C4 y a disminuir la velocidad de disociacion del ligando (He, B., et al.
2000; McEwan, 1., 2004; Callewaert, L., et al. 2006).

Los exones B y C codifican para la regién DBD, cuyo dominio es importante para la dimerizacion del
AR/NR3C4 y para la union al DNA. Esta region es rica en cisteinas y es altamente conservada entre
los receptores esteroides, ya que se conforma por un nucleo compuesto por dos dedos de zinc (Zn).
La activacion especifica y selectividad del AR/NR3C4 se logra mediante la dimerizacion del receptor
en una forma “cabeza a cabeza” y su posterior union al promotor de los elementos de respuesta
selectiva a los andrégenos (ARE) del DNA, los cuales son secuencias de dos semisitios hexaméricos
(por ejemplo, 5-AGAACA-3') separados por un espaciador de 3 pares de bases (IR3) (Schoenmakers
E., etal. 2000; Verrijdt, G., et al. 2000; Shaffer, L., et al. 2004). La hélice a del primer dedo de Zn (hélice
de reconocimiento) interactla directamente con los nucledtidos en el elemento de respuesta ubicados
en el surco principal del DNA a través de la regiéon denominada caja P (proximal). Mientras que el
segundo dedo de Zn contiene una regién conocida como caja D (distal), que funciona como interfaz en
la dimerizacién del AR/NR3C4 y su unién a los ARE (Beato, M., et al. 1995; McEwan, I., 2004).

Los exones D al H codifican para la region bisagra y la regién LBD. Esta Ultima regién se caracteriza
por una estructura de 12 hélices que se pliegan para formar un “pocket” de union al ligando (LBP). La
estructura forma el nucleo del dominio de la funcion de activacién 2 (AF2) y actia como una “tapa” para

cerrar el LBP tras la union de T o DHT. La region AF2 también es relevante en la union de moléculas
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coactivadoras al ser un sitio de acoplamiento para motivos LxxLL presente en dichas proteinas.
Ademas, AF2 participa en la interaccion con la regiéon NTD del AR/NR3C4 de forma intramolecular para
la formacion de la interaccion N/C (Hur, E., et al. 2004; Tan, M., et al. 2015).
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2.4.1 Actividad del ARy mecanismo de accidn

La expresién del AR/NR3C4 ha sido identificada en numerosos tejidos, tales como los testiculos, la
préstata, la hipofisis, el hipotalamo y el higado (Raudrant, D., & Rabe, T., 2003). En ausencia del
ligando, el AR/NR3C4 es localizado en el citoplasma como parte de un complejo de proteinas de
choque térmico (HSP) y chaperonas, con el fin de coadyuvar a mantener el estado inactivo del
AR/NR3C4 y evitar un estado competente para su unién a ligandos (Ozanne, D., et al. 2000, Tan, M.,
et al. 2015).

Después de la sintesis de T por las células de Leydig, el esteroide es transportado por sangre a los
tejidos blanco a través de la unién con proteinas como la albumina y la B-globulina. Debido a su caracter
lipofilico, la T se disocia de las proteinas séricas y difunde pasivamente por la membrana
citoplasmatica. Dentro de la célula, una fraccion de T se convierte a DHT por accién de la 5a-Red 2,
donde ambos ligandos inducen un cambio conformacional cuando se unen al AR/NR3C4, provocando
gue éste se disocie de las HSP y exponga una sefial de localizacion nuclear (NLS). Con el fin de
translocar el complejo AR/NR3C4-ligando al nlcleo, diversas redes de transporte celular se activan una
vez que la importina-a se une a NLS. Se ha reportado que esta region representa el sitio principal de

unién a moléculas coactivadoras (Ni, L., et al. 2013; McEwan, I., & Smith, L., 2018).

La unién de Ty DHT permiten la dimerizacion del receptor a través de la interaccion N/C terminal donde
la region AR-LBD sufre un reordenamiento conformacional exponiendo la regién AF2 en la superficie
para su unién con moléculas coactivadoras. Este dominio interactia preferentemente con el dominio
AF1 contenido en la region NTD del AR/NR3C4, formando enlaces intermoleculares para que,
posteriormente, el dimero se dirija al nicleo y se una a los ARE de diversos genes blanco para modular
su transcripcion génica (figura 5). Los genes blanco para AR/NR3C4 son el receptor del factor de
crecimiento tipo | similar a la insulina (IGF-1R), el antigeno prostéatico especifico (PSA) y la proteasa
transmembrana de serina 2 (TMPRSS2) (Kéansakoski, J., et al. 2016).

La actividad transcripcional del AR/NR3C4 unido a andrégenos es regulada por proteinas especificas
conocidas como moléculas correguladoras, cuya capacidad es inducir o reprimir la expresion génica a
través de procesos como remodelacion de la cromatina y las modificaciones de histonas, ademas de

participar en el reclutamiento de la maquinaria transcripcional (Davey, R., & Grossmann, M., 2016).
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Figura 5. Mecanismo molecular de activacion del AR/NR3C4. El AR/NR3C4 reside en el citoplasma como parte de un complejo
de unién con proteinas de choque térmico (HSP). La T recién sintetizada, difunde al interior de la célula donde se convierte
en su ligando mas potente, la DHT, por accion de la enzima microsomal 5a-Red 2. 1. Una vez que DHT se une al AR/NR3C4,
se induce un cambio conformacional que conlleva a la disociacion del complejo AR-HSP. 2. El AR/NR3C4 disociado de las
HSP es susceptible a modificaciones postraduccionales con el fin de regular la funcion del AR/NR3C4 e interaccionar con
otras vias de sefializacion. 3. Posteriormente, como parte del proceso de activacion del AR/NR3C4, el receptor se dimeriza 'y
se transloca al nucleo. 4. El dimero reconoce los ARE en la region promotora de diversos genes diana, como el PSA y
TMPRSS2. En el promotor, el AR/NR3C4 es capaz de reclutar miembros de la maquinaria de transcripcion basal,

correguladores como las moléculas de coactivacion p160, entre otros.
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2.5 Desordenes del Desarrollo Sexual (DSD)

Los DSD son anomalias congénitas en donde existe una discordancia entre el sexo cromosomico,
genético o gonadal y el fenotipo sexual. La mayoria de los DSD afectan la accién hormonal durante la
embriogénesis, lo que resulta en una amplia variedad de fenotipos clinicos y hormonales de individuos
gue padecen esta patologia (Grinspon, P., et al. 2020). Los pacientes pueden ser identificados al
nacimiento debido a la presencia de genitales ambiguos. Sin embargo, algunos pacientes pueden
presentar virilizacion posnatal, pubertad retrasada o ausente e incluso infertilidad (Hughes, A., et al.
2007). Por ello, en el 2015 la Sociedad de Endocrinologia Pediatrica Lawson Wilkins (LWPES, por sus
siglas en inglés) y la Sociedad Europea de Endocrinologia Pediatrica (ESPE, por sus siglas en inglés)
han propuesto clasificar a estos desérdenes en funcion a los cromosomas sexuales presentes en el
cariotipo del paciente, por lo que se dividen en tres grandes grupos: DSD cromosémico, DSD con
cariotipo 46,XY y DSD con cariotipo 46,XX.

2.2.1 DSD cromosdmico.

Estos DSD incluyen cualquier condicién en donde el nimero de cromosomas sexuales presentes en el
individuo esté alterado. Dentro de este grupo de cromosomopatias, se incluyen individuos con cariotipo:
47,XXY conocido como sindrome de Klinefelter y sus variaciones, individuos 45,X cuya afeccion se
conoce como sindrome de Turner y sus variaciones, pacientes 45,X/46,XY que presentan disgenesia

gonadal mixta e individuos 46,XX/46,XY con quimerismo (Ahmed, F., et al. 2015).
2.2.2 DSD 46,XX

En pacientes con DSD 46,XX se abarcan los alteraciones del desarrollo sexual, como la disgenesia
gonadal y los desérdenes secundarios debidas al exceso de androgenos. Este exceso durante el
embarazo puede ser enddgeno o exégeno. La causa genética mas comun de su aparicién es la
hiperplasia suprarrenal congénita (CAH) debido a la deficiencia de la enzima 21a-hidroxilasa (Ahmed,
F., et al. 2015).

2.2.3 DSD 46,XY

En general, este grupo de pacientes se puede dividir en dos categorias; aquellos des6rdenes presentes
en el desarrollo testicular (gonadal) caracterizados por ausencia o presencia de testiculos pequefios y
la existencia de estructuras Mullerianas con grados variables de feminizacién en genitales externos,
asi como niveles bajos en sangre de T y androstendiona; y aquellos desérdenes originados en la

sintesis de andrégenos y la alteracion de la accién de la T, lo cual conduce a la feminizacion de los
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genitales externos (Wherrett, D., 2015). Sin embargo, las causas mas comunes en pacientes 46,XY
con un DSD son la deficiencia de 5a-reductasa 2 (Ramos, L., et al., 2020) y el sindrome de
insensibilidad a los androgenos o SIA donde el AR/NR3C4 no se activa debido a la incapacidad de

union de la T o la DHT al receptor (Mongan, N., et al., 2015; Ramos, L., et al., 2018).
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2.5.1 Sindrome de insensibilidad a los androgenos (SIA)

El sindrome de insensibilidad a los andrégenos (SIA) es una condicidbn que se caracteriza por la
ambigtiedad de genitales externos al nhacimiento, desarrollo sexual secundario anormal en la pubertad
e infertilidad en individuos con un cariotipo 46,XY. Es una enfermedad de caracter recesivo ligada al
cromosoma X cuyo resultado es la disfuncién del AR/NR3C4 por consecuencia de diversos cambios
en la secuencia presentes en el gen NR3C4 que lo codifica, lo que provoca una resistencia total o

parcial a las acciones bioldgicas de los androgenos (Adachi, M., et al. 2000; Melo, K., et al. 2005).

El fenotipo con SIA depende del grado de actividad del AR/NR3C4 resultando en tres fenotipos
caracteristicos: CAIS, donde el individuo presenta genitales externos completamente femeninos y la
actividad residual del AR/NR3C4 es minima o estd ausente, PAIS con un grado variable de ambigtedad
genital externa debido a una respuesta parcial a los andrégenos y MAIS cuyos individuos se
caracterizan por presentar fenotipo masculino asociado a infertilidad y ginecomastia (Werner, R., et al.,
2012).

Actualmente, suman mas de 800 variantes reportadas a lo largo del gen AR/NR3C4 relacionadas con
aspectos clinicos del SIA. Cerca del 30% de las variantes encontradas en el gen NR3C4 causantes del
SIA, son de novo y sin sentido ubicadas principalmente a lo largo de la region LBD de la proteina, que
pueden resultar en un fenotipo CAIS o PAIS dependiendo del grado de disfuncion del receptor (Gottlieb,
B., 2012; Jaaskelainen, J., 2012; Werner, R., et al., 2012). Sin embargo, también se han identificado
variantes con cambio en el marco de lectura (deleciones o inserciones) y variantes intrénicas que

alteran el sitio de empalme (Werner, R., et al., 2012).

Alrededor del 80-100% de los pacientes diagnosticados con CAIS, presentan una variante en el
AR/NR3C4. A pesar de que no se han identificado variantes génicas en el receptor para todos los
pacientes diagnosticados con resistencia androgénica completa, se ha planteado la posibilidad de que
existan cambios en la secuencia nucleotidica de cofactores necesarios para la actividad del receptor;

sin embargo, tales variantes son poco frecuentes (Kansakoski, J., et al, 2016).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la incidencia de SIA varia enormemente a nivel global y junto con la poca informacién
reportada de pacientes en México (Vilchis, et al., 2003; Ramos, L., et al., 2018), este estudio es de
utilidad clinica y genética para conocer la presencia e influencia de variantes genéticas a lo largo del
AR/NR3C4 y con ello entender la etiologia de la enfermedad y dar seguimiento a pacientes enfermos
en poblaciéon mexicana ya que, como se ha mencionado con anterioridad, las variantes presentes en el
AR/NR3C4 son la causa principal de SIA y dado su patrén de herencia recesivo ligado a X, este
representa un factor de riesgo para la descendencia de mujeres portadoras. La identificacion del tipo
de variante génica presente, su localizacién en el gen y sus posibles implicaciones es un aporte al
conocimiento de la enfermedad, ya que puede tratarse de variantes no reportadas en las bases de
datos disponibles en la literatura, lo que facilita la busqueda y la prevalencia de las alteraciones

descritas a la fecha.

El diagndstico y seguimiento del SIA requiere del enfoque de un equipo multidisciplinario, incluyendo
especialistas en diversas areas sociales, por lo que los resultados de estos estudios apoyan el posible
tratamiento de pacientes mexicanos con el fin de mejorar su calidad de vida sexual, promoviendo su
beneficio fisico, mental y social. Asi mismo, se busca fomentar el conocimiento y divulgacién para la
creacion de redes de apoyo a favor de la asesoria genética de pacientes con SIA. Con ello, es necesario
sensibilizar a los familiares del paciente haciendo énfasis en los riesgos, beneficios y desenlaces

potenciales del tratamiento, asi ellos participaran de forma mas activa para el cuidado del paciente.
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4. HIPOTESIS

Si el AR es un factor determinante en la diferenciacién sexual, se espera identificar y determinar

variantes genéticas en la region codificante del gen AR/NR3C4 en pacientes con cariotipo 46,XY con
DSD.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar y determinar variantes en el gen AR/NR3C4 en dos pacientes diagnosticados con DSD

46,XY y correlacionar las variantes encontradas con las reportadas en la literatura.

5.2 Objetivos particulares

e Determinar los parametros 6ptimos de amplificaciébn para cada uno de los exones del gen
NR3C4.

e |dentificar variantes en la regién codificante del gen NR3C4 mediante tamizaje molecular.

e Determinar y secuenciar el tipo de variante génica previamente identificada y correlacionar los

resultados con las reportadas en la literatura.
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6. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Bioquimica Hormonal del Departamento de Biologia
de la Reproduccion en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran bajo la
tutela del Dr. Luis Ramos Tavera. Este estudio observacional fue aprobado por el Comité Etico

Institucional de Investigacion en Humanos perteneciente al Instituto (BRE-2614-18-21-1).

En el siguiente apartado, se describe la metodologia realizada para los fines del presente escrito.

6.1 Pacientes

El primer individuo (11) de origen mexicano con 28 afios presenta un cariotipo 46,XY con ambigliedad
genital, donde se distingue la presencia de micropene, ausencia de vello axilar y pubico, ginecomastia
bilateral y testiculos criptorquidicos en posicién supraescrotal, y cuya asignacion del sexo al nacimiento
fue masculina. Los perfiles hormonales indicaron niveles de gonadotropinas de LH < 0.1 ng/dL, FSH
0.15 ng/dL y de T = 0.12 ng/dL, respectivamente. Debido a que el SIA es una enfermedad de caracter
hereditario, se requirio del analisis y obtencion de gDNA de familiares cercanos al paciente (1-14). El
arbol genealdgico obtenido se muestra en la figura 6, donde se analizaron también, a aquellos

individuos sefialados con una flecha.
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13 14

Figura 6. Arbol genealdgico de la familia del paciente 1 con un DSD 46,XY. Las flechas indican aquellos miembros

consanguineos del paciente donde se obtuvo gDNA para el analisis de variantes en el gen NR3C4.
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El segundo individuo (12) de origen mexicano con 24 afios presenta un cariotipo 46,XY. El fenotipo del
paciente es completamente femenino, con presencia de amenorrea primaria, escaso 0 ausente vello
axilar y pubico, completo desarrollo mamario (Tanner V) y ausencia de prostata. La ultrasonografia
mostro la ausencia de Utero, cérvix y genitales internos femeninos. Para este paciente, no se obtuvieron
valores de FSH y LH. En la figura 7, se muestran los individuos consanguineos (1-17) del paciente

gue participaron en este estudio.
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Figura 7. Arbol genealdgico de la familia del paciente 2 con un DSD 46,XY. Las flechas indican aquellos miembros

consanguineos del paciente donde se obtuvo gDNA para el andlisis de variantes en el gen NR3C4.
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6.2 Extraccion de DNA gendémico

El aislamiento de DNA genomico (gDNA) de los pacientes mexicanos se realizé en al afio 2021. Las
muestras de pacientes y controles se obtuvieron a partir de 10 mL de sangre periférica en tubos con
EDTA. Posteriormente, el volumen se transfirié a tubos conicos estériles de 50 mL, se afiadieron 200
puL de EDTA 0.5 M y se mezclaron por inversion colocandolos en hielo, donde se le adicion6 a cada
tubo, una solucion fria de sacarosa triton 2X (sacarosa 0.64 M, tris-base 0.02 M, MgCl, 0.01 M, tritén

X100 2 %) hasta obtener un volumen final de 35 mL.

Los tubos se llevaron a un volumen de 50 mL con agua estéril desionizada y destilada (ddH2O) donde
se colocaron en hielo 10 min, mezclandolos varias veces por inversion. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 1000 xg durante 15 min a 4°C, donde el sobrenadante se decanto y el precipitado
celular se conservé y fue sometié a un proceso de lavado con 5 mL de sacarosa tritdn 1X con posterior
centrifugacion bajo las mismas condiciones. El precipitado celular obtenido, se resuspendié en 3 mL de
solucion de Lisis Nuclear (tris-base 10 mM, NaCl 400 mM, Na:EDTA 2 mM), 108 pL de dodecil sulfato
de sodio (SDS) al 20 % y 100 pL de proteinasa K (5 mg/ml) donde se incub6 durante 2 h a 50°C con
agitacion constante (Boekel Industries INC. Incubator Shaker II).

El volumen resultante se transfirio a tubos conicos estériles de 15 mL. Se adicion6 1 mL de NaCl
saturado a cada tubo. Los tubos se agitaron vigorosamente 15 s y se centrifugaron a 1000 xg durante
15 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirié a tubos cénicos estériles de 15 mL en
donde se le adicionaron 2 volumenes de etanol absoluto frio. ElI contenido resultante se mezcl6 por
inversion hasta observar la precipitacion del DNA, se extrajo con una pipeta Pasteur, se someti6é a un
proceso de lavado con etanol al 70 % aproximadamente 30 s y se dejé secar a temperatura ambiente

durante 30 s.

El DNA adherido a la pipeta Pasteur, se introdujo a un tubo para microcentrifuga que contenia 400 pL
de Tris-EDTA (TE, 1 mL tris 1 M, 0.02 ml de EDTA 0.5 M) y se agitd6 suavemente para favorecer el
desprendimiento y la resuspension del material genético. Los tubos fueron colocados toda la noche a
37°C ([Bellco Glass, Inc. Incubator ESCU-BR-003 Biotechnology NY USA, Cell-Production Roller
Apparatus).

El DNA se cuantific6 y se verific6 su pureza espectroscopicamente (Beckman DU° 650

Spectrophotometer). La concentracion final para cada muestra bioldgica se establecio a 350 ng/pl.
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6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de los 8 exones que conforman el gen NR3C4 se realizdé de manera individual mediante
PCR. Los oligonucleétidos se disefiaron especificamente para cada exdn a través de secuencias
nucleotidicas en la base de datos NCBI utilizando el programa de disefio PrimerQuest encontradas en

el anexo A.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la adicion de los siguientes reactivos: 5 pL de solucion
amortiguadora 5X (Promega), 0.5 uL de dNTPs (10 uM), 0.5 pL del oligonucleétido 5’ (20 uM), 0.5 pyL
del oligonucledtido 3’ (20 uM) previamente disefiados, 0.1 puL de DNA Taq polimerasa (GoTaq Flexi
DNA polymerase 5 u/pL, Promega), 1 uL de DMSO (1%), 0.1 yL de dCTP (a-*2P), 1.5 puL de gDNA de
controles y pacientes, 1.5, 2.0y 2.5 uM de MgCl; y la reaccion fue llevada a un volumen final de 20 pL
con ddH:0. El proceso de amplificacion de cada exdn en muestras de pacientes y controles se realizd
como se representa en la tabla 1, donde las muestras se sometieron a un proceso de desnaturalizacion
inicial con un ciclo de 94°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante
30 s, con posterior temperatura de alineamiento (Tm) entre 57°C—68°C (dependiendo del exén) durante
30 s y una fase de extensién a 72°C un lapso de 30 s. Finalmente, el proceso de extension final se

realizé con un ciclo a 72°C por 3 min en el termociclador (Applied Biosystems, Verti Thermal Cycler).

Tabla 1. Condiciones de amplificacion de cada fragmento por PCR

No. ciclos T, T2 Ts
1 94°C / 3 min
30 94°C/30s 58-67°C /40 s 72°C/30s
1 72°C / 3 min

Una vez terminada la reaccién de PCR, los productos amplificados se sometieron a un proceso de
electroforesis en geles de agarosa al 1% [1.2 g de agarosa en 120 mL de TBE 0.5X (TBE 5X, 27.5 g
de HsBOs3, 54 g de tris base, 20 ml de EDTA 0.5 M)] tefiido con 0.7 uL de bromuro de etidio donde, para
cada reaccion, se utilizaron 5 pL del producto amplificado con 3 pL de solucién de carga empleando un
marcador de peso molecular de 100 pares de bases. La electroforesis se llevo a cabo a 100 V durante
50 min, y los productos obtenidos se visualizaron en el fotodocumentador ChemiDoc XRS+ Molecular

Imagen, BIO-RAD en el programa Image Lab.
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6.4 Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla (SSCP)

Una vez amplificados los exones del gen NR3C4 de los pacientes y controles, se realizé la deteccidon
de variantes gendmicas mediante diferencias de movilidad electroforética en geles de poliacrilamida
(30 x 40 cm) bajo las siguientes condiciones: 5.4% sin glicerol [42.91 mL de ddH»0, 14.0 mL de TBE
5X, 12.6 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de persulfato de amonio al 10%], 5.4% con
glicerol [35.91 mL de ddH:O, 7.0 mL de glicerol, 140 mL de TBE 5X, 12.6 mL de
acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de persulfato de amonio al 10%], 8.0% sin glicerol [36.89 mL
de ddH:0O, 14 mL de TBE 5X, 18.66 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de persulfato de
amonio al 10%] y 8.0% con glicerol [29.85 mL de ddH:O, 14 mL de TBE 5X, 18.66 mL de

acrilamida/bisacrilamida (29:1), 0.49 mL de persulfato de amonio al 10%].

Las soluciones fueron desgasificadas durante 5 min utilizando un sistema de vacio y con agitacion
constante. Una vez transcurrido el tiempo, se adicion6 un volumen de 25 L de tetrametiletilendiamina
(TEMED) para cada sistema y el gel se dejo polimerizar durante 1 h. Los sistemas se colocaron en
camaras electroforéticas con 1.0 L de solucion de TBE 0.5X en donde fueron afiadidos en cada pozo
1.5 yL de una solucion preparada con 2 pL del producto amplificado por PCR y 13 uL de solucién
amortiguadora para SSCP (formamida 95%, EDTA 20 mM y azul de bromofenol 0.05 %). Las muestras
fueron previamente desnaturalizadas a 94°C durante 5 min y colocadas inmediatamente en hielo. La
separacion electroforética se realizé a 250 V'y 200 V (con o sin contenido de glicerol, respectivamente)
durante 18-20 h.

Para la deteccién de la radioactividad emitida por el isétopo a-*2P se empled un detector tipo Geiger-
Muller, donde el fragmento del gel de interés se coloc6 en un papel Whatman 3MM (22 cm largo x 18
cm de ancho) y se sometié a un proceso de desecacion [SAVANT Slab Gel Dryer SGD4050] a 70°C
durante 1 h. Posteriormente, las muestras transferidas al papel se expusieron a una placa Molecular
Imager FX™, Imaging screen-K BIO-RAD durante 3 h.

Finalmente, las muestras transferidas a la pantalla se analizaron en un escaner PMI (Personal

Molecular Imager BIO-RAD) mediante el programa QuantityOne.
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6.5 Purificacion de DNA mediante electroelucion

Los productos de PCR con alteracion en la movilidad electroforética fueron purificados mediante
electroelucioén. El proceso de purificacion comenz6 mediante la realizacion de un PCR para cada exon
bajo condiciones previamente estandarizadas. Se obtuvo un volumen final de 100 pL del producto, en
los cuales se afiadieron 20 pL de solucién de carga, se mezclaron cuidadosamente y se colocaron en
un gel de agarosa al 1.0% (1.2 g de agarosa y 120 mL de TBE 0.5X) donde se dejaron migrar
electroforéticamente a 100 V durante 1 h. El gel resultante se visualiz6 en un transiluminador de rayos
UV (UV Transiluminator UVP, Inc.) donde se extrajo de manera cuidadosa, el fragmento del gel que

expresa el exon de interés, el cual se coloc6 en un microtubo de 1.5 mL.

Por otra parte, se utilizaron membranas de didlisis contenidas en una solucion al 50% de etanol, las
cuales se sumergieron primero en 30 mL de ddH2O un minuto y luego en una solucién de TBE 0.5X.
Posteriormente, los fragmentos del gel correspondiente a cada exdn se colocaron dentro de las
membranas de elucion y se llenaron con solucién TBE 0.5X. Las membranas se colocaron dentro de
una camara para electroforesis de forma perpendicular a la direccién del campo eléctrico, a 100 V
durante 15 min. Luego, se invirti6 la direccién del campo durante 15 s y las muestras resultantes se
extrajeron de la membrana, donde se colocaron en un filtro (Centrifugal filters, Amicon Ultra-4)
previamente humedecido con 1 mL de ddH0. Finalmente, los filtros se centrifugaron a 1500 xg durante

15 min. El sobrenadante se transfirié en tubos de 0.5 mL donde se mantuvieron a 4°C.
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6.6 Secuenciacion

Para realizar el proceso de secuenciacion, se efectuaron reacciones de PCR con la adicion de los
siguientes reactivos: 5 L ddH20, 1 uL BigDye Solution 5X, 2 pL BigDye Terminator reaction Mix, 1 pL
de oligonucleétido 5 oligonucleétido 3° y 1 yL de DNA purificado de pacientes y controles. Las
condiciones de secuenciacion fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 96°C durante
1 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 96°C durante 10 s, con un proceso de alineamiento
a 50°C por 5 s y extension a 60°C por 4 min. Finalmente, 1 ciclo de extension final a 4°C como se

muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de PCR para secuenciacion

No. ciclos T1 T, T3
1 96°C/1 min
35 96°C/10 s 50°C/5 s 60°C/4 min
1 4°C

Al finalizar la reaccién de PCR, las muestras se purificaron con BigDye XTerminator, en donde se les
colocaron a cada una 45 pyL de SAM solution y 10 pL de BigDye XTerminator. A continuacion, las
muestras se sometieron a un proceso de agitacién con vértex durante 30 min. Una vez transcurrido el
tiempo, las muestras se centrifugaron a 5,000 rpm durante 2 min en una Microcentrifuga Eppendorf,
donde el sobrenadante se transfirié a tubos limpios para secuenciacion y se les coloco una septa. Cada
tubo se distribuyé a lo largo de la bandeja del autosampler, cuidando la posicién de cada muestra. El
equipo de secuenciacién 310, Genetic Analyzer ABlI PRISM™ Applied Biosystems se acondicion6
previamente para que se ingresara el autosampler con las muestras. Una vez terminada la reaccion de

secuenciacion, se analizaron los datos obtenidos a través del software Chromas Lite 2.6.
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7. RESULTADOS

7.1 Cuantificacion de gDNA

Las muestras de gDNA obtenidas de pacientes y controles mostraron una concentracion promedio de
350 ng/uL y una relacion Azeo/Azso de pureza entre 1.8 a 2. Estas condiciones fueron las 6ptimas para

iniciar los analisis moleculares y genéticos.

7.2 Amplificaciéon del gen NR3C4 mediante PCR

La deteccidn de las variantes genéticas inicié mediante la amplificacion de la region codificante del gen
NR3C4. Cada exdn se encuentra representado por una letra, donde la letra A corresponde al primer
exon y asi sucesivamente hasta el exon 8 designado por la letra H.

El proceso para la estandarizacién de las condiciones de amplificacion de cada secuencia nucleotidica
se muestra en la figura 8, donde el gradiente de temperatura en la fase de alineamiento determiné que
el producto de amplificacion es especifico y de un tamafio esperado respecto al marcador de peso
molecular (MPM) a una temperatura de 61°C y una concentracion inicial de 1.5 mM de MgCl; para la

primera fraccién del exén A utilizando los oligonucle6tidos descritos en el anexo 1.

300 pb
200 pb

Figura 8. Imagen representativa de los productos de amplificacion del fragmento A1 del gen NR3C4 obtenidos por PCR en
geles de agarosa al 1.0%. La concentracion inicial de MgClz se mantuvo a 1.5 mM para todas las muestras y la temperatura
de hibridacion oscila entre 59°C a 68°C respectivamente. El producto amplificado se observa especificamente a 60 y 61°C,
siendo esta Ultima la temperatura éptima para la fraccién A1. Este procedimiento se realiz6 para todos los exones. MPM indica

un marcador de peso molecular para DNA de 100 pares de bases. Las flechas indican 200 y 300 pares de bases.
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Para los fragmentos restantes del exén A al H, se efectud el mismo procedimiento trabajando con un
gradiente de temperatura (AT) en la fase de alineamiento de 57—-68°C, y con una concentracion inicial

de 1.5 mM de MgCl,. Sin embargo, no se obtuvieron productos amplificados, exceptuando el exén G.

De acuerdo con los resultados previos, la concentracion de MgCl, se modificé a 2.0 y 2.5 mM y se
trabajo con el mismo gradiente de temperatura en la fase de hibridacion para obtener los exones
restantes. En la figura 9 se muestran los productos amplificados y de tamafio esperado para cada uno

de los exones mencionados. Las condiciones de amplificacién se detallan en la tabla 3.

300 pb
200 pb

300 pb
200 pb

Figura 9. Visualizacién de los productos obtenidos por PCR del gen NR3C4 de acuerdo con la concentracion de MgClz (mM)
y la Tm (°C) éptima para cada exdn en geles de agarosa al 1.0%. A. El exdn A se dividio en 10 fragmentos de tamafio similar.
B. Los productos restantes amplifican a un tamafio esperado. MPM indica un marcador de peso molecular para DNA de 100

pares de bases. Las flechas indican 200 y 300 pares de bases.
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Tabla 3. Condiciones 6ptimas de amplificacion por PCR de los exones A al H del gen NR3CA4.

Exén MgCl, (mM) Tm (°C)
A1 15 61
A 2.0 61
Az 2.0 63
As 2.0 65
As 2.0 63
As 2.0 67
A7 2.0 61
Asg 25 61
Ao 2.0 61
A1o 2.0 57
B 2.5 57
C 2.0 57
D: 2.5 57
D2 2.5 61
E 2.5 61
F 25 57
G 15 63
H 25 61

Posteriormente, las muestras de pacientes y controles se amplificaron utilizando los datos anteriores,

y se sometieron a un proceso de separacion electroforética a través de ensayos SSCP.

Para el paciente 1 se realizaron un total de 72 geles de poliacrilamida. La figura 10A es una imagen
representativa de los resultados obtenidos en los ensayos SSCP para aquellos exones donde no se
observa un cambio en el patrén de migracion electroforético. Sin embargo, en la figura 10B se detectd
una alteracion en el patron de bandeo respecto a los individuos control en el exdn G del sistema de

concentracion 5.4% de poliacrilamida con glicerol.
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Figura 10. Ensayo SSCP del gen NR3C4 al 5.4% de poliacrilamida con glicerol en el paciente 1. A. Imagen representativa
para aquellos exones sin variacion en el patron de bandeo respecto a individuos control. B. Deteccién de variantes en el exén
G. Los carriles 1 y 4 representan a individuos control, el carril 3 es la muestra del paciente y el carril 2 es el individuo 11

indicado en el arbol genealdgico del paciente.

Para el andlisis del paciente 2, se realizaron un total de 72 geles de poliacrilamida. La figura 11A es
una imagen representativa de los resultados obtenidos en los ensayos SSCP para aquellos exones
donde el patrén de migracion electroforético es semejante al bandeo de los individuos control. En la
figura 11B se detecté un cambio en el bandeo electroforético del exdén C del paciente en el sistema de

concentracion 5.4% de poliacrilamida con glicerol.
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Figura 11. Ensayo SSCP del gen NR3C4 al 5.4% de poliacrilamida con glicerol en el paciente 2. A. Imagen representativa
para aquellos exones sin variacion en el patron de bandeo respecto a individuos control. B. Deteccion de variantes en el exén
G. Los carriles 1y 3 representan a individuos control, y el carril 2 es la muestra del paciente.

Una vez obtenidos los resultados anteriores, los productos amplificados correspondientes al exon G en
el paciente 1 y al exdn C del paciente 2 se secuenciaron. El electroferograma resultante del exon G
obtenido del paciente 1, se muestra en la figura 12 donde se detectd una sustitucion de una guanina
(G) por una adenina (A) en la segunda posicion del codon AGA ubicada en la posicion NM_000044.6:
€.2540G>A, lo que resultdé en un cambio en el cambio del aminoé&cido arginina (R) por lisina (K) en la
posicion 847 de la proteina AR. Mientras que el electroferograma obtenido del paciente 2 en el exén C,
se muestra en la figura 13 donde se detecté una delecién de un solo nucleétido en la posicion
p.Asn600Metfs*625 del AR lo que resultoé en un desplazamiento en el marco de lectura.

42



“‘ ‘“‘ ﬂgvmﬁ..AJL‘.’)

Control 5 TGC AAA AGA AAA AAT CCC ACA TCC 3%
Aminoacido C K R K N P T S

Paciente 1 5 TGC AAA AAA AAA AAT CCcC ACA TCC 3%
Aminoacido C K K K N P T S

Figura 12. Electroferograma que muestra la secuencia parcial del exén G del gen NR3C4. A. Se indica el fragmento de la
secuencia nucleotidica del individuo control, la cual resalta la base nucleotidica sustituida en el paciente. Ademas, se incluye
la secuencia de aminoacidos correspondiente a cada coddn. B. El cambio observado en la secuencia nucleotidica del paciente

se encuentra resaltado en rojo.

43



o (\i A j

Control 5 CTG TGC GCC AGC AGA AAT GAT TGC ACT ATT &
Aminoacido L C A S R N D C T |

Paciente2 5 CTG TGC GCC AGC AGA ATG ATT GCA CTA TT1G ¥
Aminoacido L C A S R M I A L L

Figura 13. Electroferograma que muestra la secuencia parcial del exén C del gen NR3C4. A. Se indica la secuencia
nucleotidica del individuo control, la base nucleotidica faltante en el paciente esta sefialada en rojo y esta indicada por una

flecha. Ademas, se incluye la secuencia de aminoéacidos correspondiente a cada coddn. B. El cambio observado en la

secuencia nucleotidica del paciente se encuentra resaltado en rojo.
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De acuerdo con los resultados anteriores, la variante encontrada en la posicion 600 de la proteina del
AR conforma la secuencia del segundo dedo de Zn en la regién de DBD del receptor, especificamente

en la formacion de la caja D como se encuentra ilustrado en la figura 14.
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- o CajaP . »
— YFPPQK VFFKRAAEGKQKY LRKCYEAGMTLG —
552 581 616 627

AR
wild type YFPPQKT LI_GDEASGCHYGALT' GS KVFFKRAAEGKQKYL ASRND TIDKFRRRKN"PS'R

paciente2  YFPPQKT LI_GDEASGCHYGALT_GS KVFFKRAAEGKQKYL_ ASRMIALLINSEGKIVHLVVFG

Figura 14. Estructura de la region AR-DBD. La region DBD se compone de dos motivos, denominados dedos de Zn ricos en
cisteina. El primer dedo de Zn esté involucrado el reconocimiento al DNA mediante la caja P, mientras que el segundo participa
en la dimerizacidn del receptor a través de la caja D, donde se muestra en rojo la posicién del aminoacido que se encuentra
alterado en el paciente. El resultado de la delecion de la base nucleotidica correspondiente da como resultado el corrimiento

en el marco de lectura, lo que ocasiona la traduccion erronea de aminoacidos en la secuencia resultante del paciente 2,

resaltada en rojo.
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8. DISCUSION

Los DSD 46,XY son un grupo de patologias congénitas donde el individuo presenta un cariotipo 46,XY
y una inconsistencia sexual, gonadal o fenotipica. Dentro de estos desordenes, el SIA es el mas comun
y su diagnéstico ha sido confirmado por la presencia de variantes en el gen NR3C4. Actualmente, se
han reportado mas de 1000 variantes genéticas encontradas a lo largo del AR/NR3C4 asociados con
SIA y adicionalmente a cancer de préstata; dentro de las cuales, solo el 60% de estas se relacionan
con un diagndstico para el SIA, localizadas mayoritariamente en las regiones LBD y DBD de la proteina
(Tan H, et al. 2015, Hou, L., et al. 2021). Cerca del 30% de las variantes que causan dicho desorden
son de novo, siendo las mas comunes aquellas donde ocurren cambios en el marco de lectura,
variantes en el sitio de empalme y sin sentido. Por lo tanto, la presencia de diferentes tipos de
alteraciones encontradas a lo largo del AR, pueden ser la causa de los diferentes grados del SIA
(Kansakoski, J., et al. 2016, Ramadevi, R., 2017). Sin embargo, en mas del 85% de los casos, el
diagndstico clinico de resistencia androgénica parcial es més dificil y, ademas, menos del 30% de los
casos con sospecha clinica de PAIS estan asociados a una variante en el AR/NR3C4 (Ramos, L., et
al. 2018). De acuerdo con lo anterior, es de importancia conocer la presencia de variantes en el gen
NR3C4 en pacientes con un diagnéstico inicial de SIA como primer escenario, utilizando individuos
control que permitan evaluar e identificar que la causa inicial de la enfermedad es producto de un
cambio en la secuencia nucleotidica del AR. Ademas, la aportacion que brindan los individuos control
enriquece y amplia posibles causas de SIA, brindando factibilidad a la investigacion de la enfermedad
y de esa manera poder realizar un procedimiento validado por la instituciéon. Asimismo, ofrece obtener

resultados de manera confiable entre los individuos control y los individuos con SIA.

El andlisis molecular en todos los exones del gen NR3C4 por PCR-SSCP representa un método simple,
sensible y robusto cuando se busca identificar variantes génicas, ya que la presencia de un unico
cambio de base en una secuencia nucleotidica a evaluar altera la conformacion del DNA de cadena
simple (ssDNA), provocando un cambio en el patron de migracion electroforético cuando se compara
con la ssDNA del mismo fragmento (individuos sanos) amplificado en geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes (Choi, W., & Jung, G., 2016).

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 12 se encontrd una sustitucion nucleotidica en
la posicion NM_000044.6: ¢.2540G>A ubicada en el exon G del paciente 1 y su consanguineo (figura
6) donde el cambio en la proteina fue identificado como NM_000044.6: p.Arg847Lys. El exén G forma
parte de la region LBD, el cual constituye el sitio donde los ligandos endégenos como DHT o T se

acoplan, provocando un cambio conformacional en la proteina y con él, la exposicion de una region de
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union al coactivador (Davey, R., & Grossmann, M. 2016). Debido a que la mayoria de las variantes
genéticas se encuentran dentro de la regibn LBD siendo estas predominantemente variantes de
sustitucién de una sola base, se ha identificado que el defecto funcional mas comun del AR/NR3C4 se
debe a la ruptura del LBP, ocasionando que DHT o T no se unan a esta region; estos escenarios se

han determinado en pacientes con SIA completo (Werner, R., et al. 2012).

Actualmente, diversas bases de datos contienen informacién acerca de variantes genéticas
identificadas a lo largo del AR gque se asocian a padecimientos como el SIA y cancer de prOstata
(Gottlieb, B., et al. 2012). De acuerdo con nuestro conocimiento, a la fecha no se ha reportado esta
variante en las bases de datos disponibles, por lo que este hallazgo es un aporte fundamental para
conocer y enriquecer la informacién acerca de las posibles causas de la enfermedad. Sin embargo, en
el afilo 2000 el autor Marcelli y colaboradores identificaron una sustitucion en la posicién 847 de la
proteina del AR/NR3C4, donde se reemplaz6 una adenina por una guanina c.2539A>G, un sitio anterior
a la reportada en este trabajo. Los autores identificaron esta variante evaluando a pacientes con cancer
de préstata metastasico, donde a través de analisis de SSCP-PCR de 38 individuos en estadio D1; las
variantes identificadas, incluyendo la reportada en la posicion 847 en la proteina, probablemente
desempefian un papel activo en la promocién al desarrollo de enfermedad metastasica (Marcelli, M., et
al. 2000). Sin embargo, los resultados de este estudio y, por ende, de la variante encontrada no estan
relacionados con el SIA. Por lo que estos hallazgos sustentan el argumento donde se establece que la
presencia de diversos cambios en la secuencia del gen NR3C4 esta asociada a multiples factores que
determinan tanto la heterogeneidad fenotipica en pacientes con SIA como con la progresion del cancer
de préstata (Ledig, S., et al. 2005; Aurilio, G., et al. 2020).

Un fenotipo grave de SIA puede estar relacionado con variantes genéticas en la region LBD,
especialmente aquellas encontradas en los residuos de aminoacidos 688-712, 739-784 o 827-870,
debido a que comprenden la mayor parte de la regién LBP (Hughes I., et al. 2012). En contraste a los
hallazgos de Zhu, H. y colaboradores, en el 66.67% de los pacientes evaluados en su estudio se
identificaron variantes en regiones que forman el fragmento LBP, presentando fenotipos mas severos.
Los individuos restantes (33.3%), presentaban un fenotipo parcial de resistencia androgénica,
alcanzando una mayor interaccion N/C a niveles de T mas altas o varias concentraciones de DHT in
vitro en comparacion a los casos mas graves (Zhu, H., et al. 2021). Esto ultimo tiene relevancia ya que
se ha establecido que la interaccion N/C se ve afectada por la presencia de variantes en los residuos
gue conforman a la regién LBD y que podria correlacionarse con la gravedad del fenotipo de SIA
(Helsen, C., et al. 2012).
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Como se mencioné anteriormente, poco menos del 60 % de individuos diagnosticados con PAIS no
presentan alteraciones en la secuencia nucleotidica del gen NR3C4, por lo que no existe una
correlacion clara entre el genotipo y fenotipo en pacientes con esta afeccion. El mosaicismo somatico,
la union y el reclutamiento de correguladores al AR/NR3C4 (activadores y represores) pueden contribuir
también a la variacién de los fenotipos diagnosticados con resistencia androgénica (Ledig, S., et al.
2005). En el caso del mecanismo del mosaicismo somatico de alelos NR3C4 mutantes y sujetos sanos
se ha establecido que su identificacion es consecuencia de alteraciones postcigéticas de novo en el AR
(Kohler, B., et al. 2005).

Otra explicaciéon de las discrepancias genotipo-fenotipo es la variabilidad de niveles de andrégenos y
el tiempo de su produccion durante el periodo de organogénesis genital. Boehmer y colaboradores,
mostraron que la variacion de fenotipos intrafamiliares de SIA puede estar asociada con deficiencias
adicionales de la enzima 5a-reductasa 2; en donde las diferencias en la disponibilidad de DHT en tejidos
blanco es fundamental de los diferentes tipos de SIA en pacientes con la misma variante en el gen
(Boehmer, A., et al. 2001). Ademas, otros estudios sugieren que las diferencias individuales en las
moléculas correguladoras encargadas de modular la actividad transcripcional del NR3C4 tienen un
impacto en el fenotipo final en el paciente en caso de poseer una variante genética en el receptor
(Zenteno, J., et al. 2002).

Debido a que el SIA es una enfermedad de herencia recesiva ligada a X y de acuerdo con los resultados
obtenidos del paciente 1y su consanguineo, podria suponerse que el desarrollo de la enfermedad se
debe a que el individuo 3 descrito en la figura 6, porta de una copia con una variacion en la secuencia
nucleotidica del NR3C4, la cual es heredada a ambos individuos estudiados. Esto puede suponerse ya
gue presentan la misma variante en el exén G. Sin embargo, para complementar esta hipotesis, se
requiere del estudio e identificaciébn de variantes genéticas a lo largo del exén G de la madre del

paciente en estudio.

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 14, se encontré una deleciéon de un solo
nucleétido en la posicion 600 de la proteina del AR/NR3C4 en el paciente 2, generando un
desplazamiento en el marco de lectura y codificando un triplete de paro (TAG) prematuro en la posicién
625 (NM_000044.6: p.Asn600Metfs*625). La habilidad para determinar la especificidad de la
interaccion del AR/NR3C4 con la secuencia de DNA de genes blanco radica en las secuencias de la
caja P y la caja D. Como se ejemplifica en la figura 14, la variante identificada forma parte de los 5
principales residuos de aminoécidos que conforman la caja D; region implicada en la dimerizacion entre
los mondmeros del receptor y en la especificidad de union a los ARE. Ya que se ha identificado que la

propiedad Unica del AR/NR3C4 es resultado de la formacién de un par de puentes de hidrégeno
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formados entre los residuos de alanina (A596) en la posicién 596 y una treonina (T602) en la posicion
602 (Beato, M., et al. 1995; McEwan, I., 2004, Van Royen, M. et al. 2012).

De acuerdo con Ledig, S. y colaboradores (2005) reportaron la misma delecibn de una base
nucleotidica y una nueva insercion en la regién que conforma la caja D, cuya consecuencia es la
formacion de un coddn de paro prematuro en la posicion 625 y 621 de la proteina, respectivamente.
Ambos hallazgos asocian un fenotipo completo de resistencia androgénica (Ledig, S., et al. 2005). A
pesar de que las variantes en el dominio DBD son principalmente cambios de un solo nucleétido,
actualmente solo se ha reportado un Unico caso de delecion nucleotidica en la fraccion que conforma
la caja D, lo que dan como posible resultado defectos en la actividad de unién y dimerizacion del DNA
y la proteina, asi como una actividad transcripcional alterada o ausente del AR/NR3C4, lo que resulta
en un diagnéstico para CAIS o PAIS segun sea la actividad funcional del receptor. Aunque se ha
informado que las variantes genéticas causantes por la presencia de codones de término prematuro en
la proteina se asocian al diagndstico del fenotipo CAIS (Ledig, S., et al. 2005, Gottlieb, B., et al. 2012,
Chen, F., et al. 2020).

Hasta la fecha, son pocos los estudios realizados sobre la funcionalidad para evaluar la capacidad de
unién del AR/NR3C4 a promotores en genes blanco en deleciones de un Unico nucleétido en el exén
C. Mdltiples estudios resaltan la importancia de la integridad de la region de extension C-terminal (CTE,
aminoacidos 625-636), puesto que proporciona una interfaz adicional en el DBD del dimero, actuando
en conjunto con los aminoacidos que forman al segundo dedo de Zn para ejercer union especifica y de
alta afinidad a los ARE (Schoenmakers, E., et al. 2000, Haelens, A., et al. 2001). A pesar de que la
region DBD de la familia de los receptores nucleares es una region altamente conservada, la homologia
de secuencia se reduce dentro de la CTE, lo que da como resultado residuos Unicos que pueden
potenciar la especificidad de union entre la region ARE y el AR/NR3C4. Diversos andlisis
cristalograficos de la region DBD de los receptores de estrégeno (ER-DBD) y de los receptores para
glucocorticoides (GR-DBD) indican que la CTE no esta involucrada en la union de estos receptores al
DNA, lo que conduce a la especificidad Unica del AR/NR3C4 (Centenera, M., et al. 2008, Van Royen,
M. et al. 2012).

De acuerdo con los aspectos clinicos proporcionados del paciente 2 y el diagnaostico inicial del fenotipo
CAIS en la vida adulta temprana, el desarrollo mamario completo (Tanner V) y la presencia de
amenorrea primaria sugiere que la falta de la accion androgénica y la produccién normal de AMH por
parte de las células de Sertoli en los testiculos, es el principal impulsor del desarrollo mamario y la
ausencia de genitales internos femeninos (Utero, el cuello uterino y la parte proximal de la vagina)

respectivamente. Por lo que la presencia de caracteristicas sexuales secundarias femeninas
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dependiente de estrogenos, ocurre como resultado del exceso de aromatizacion de los andrégenos por
parte de la enzima aromatasa. Un mal funcionamiento en el AR tiene como consecuencia un perfil

enddcrino de un estado resistente a las hormonas (Boehmer, A., et al. 2001; Hughes, |., et al. 2012).

Debido a que el SIA es una enfermedad de caracter hereditario recesivo ligado a X, se evalud la
presencia de variantes genéticas a lo largo del gen NR3C4 en familiares del paciente como se muestra
en la imagen de la figura 7. Sin embargo, no se encontraron alteraciones en la secuencia nucleotidica
de ningn miembro, lo que puede suponer que se trate de una variacion genética de novo, es decir, se
pudo haber originado durante las primeras etapas de la embriogénesis y muy probablemente es
producto de un cambio en la secuencia nucleotidica del exon en la etapa postcigética, donde solo
algunas células sométicas presentan dicha variante. Si bien la importancia de todas las variantes
conocidas en DBD no se ha dilucidado por completo, es probable que las variantes genéticas en esta
region del AR/NR3C4 interfieran con la unién al DNA, la exportacién nuclear y el reclutamiento de
moléculas correguladoras, lo que afectaria la transactivacion del receptor (Kéhler, B., et al. 2005; Chen,
F., et al. 2020).

Por ello, la presencia de las variantes genéticas encontradas en este estudio en el gen NR3C4 de
ambos pacientes, representa una aportacion importante en la correlacion entre el fenotipo observado y
el SIA. Sin embargo, es de relevancia complementar estas hipétesis con estudios de funcionalidad del
receptor, evaluando la actividad del AR de los pacientes y la funcionalidad de este en individuos sanos,

bajo las condiciones experimentales igualitarias.
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9. CONCLUSIONES

Con el disefio in silico de oligonucle6tidos y reacciones de PCR, se obtuvieron productos especificos y

de tamafio esperado para cada exén del gen NR3C4.

El paciente 1 y su consanguineo presentaron una sustitucién nucleotidica en la posicion NM_000044.6:
€.2540G>A en el ex6n G, lo que podria asociarse a la causa de resistencia androgénica parcial
caracteristica en ambos individuos, siguiendo un patrén de herencia recesivo ligado a X. Aunque la
variante no ha sido reportada anteriormente para SIA, este cambio podria afectar la conformacion de
la region LBP, ocasionando la inactivacion del AR/NR3CA4.

El paciente 2 presentd una variante génica por desplazamiento de marco de lectura en la posicion
NM_000044.6: p.Asn600Metfs*625 en el exdn C, lo que se asocia a la causa de resistencia androgénica
completa caracteristica del individuo de acuerdo con lo reportado en la literatura. La variante presente
probablemente puede asociarse a una variacion génica de novo. La presencia de la variante afecta la

especificidad y la transactivacion del AR/NR3C4.

En ambos casos clinicos se requieren de estudios sobre la funcionalidad del AR/NR3C4 para confirmar

y enriquecer la informacion acerca de la causa del desorden.
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10. PERSPECTIVAS

Se sugiere realizar andlisis funcional in silico de la proteina mutada en diversas plataformas
bioinforméticas con el fin de predecir el efecto de los cambios en la secuencia nucleotidica encontrados

en cada paciente y su posible implicacién en el fenotipo del SIA.

Para complementar los resultados de este estudio, investigaciones experimentales a futuro sugieren la
realizacién de ensayos de funcionalidad del AR/NR3C4 para el par de variantes identificadas en cada
paciente analizado con el fin de establecer y enriquecer informacion asociada al padecimiento del SIA,

asi como monitorear la actividad de la proteina AR/NR3C4 en respuesta a los ligandos enddgenos.

En caso de no identificar la correlacion entre las variantes genéticas, la actividad del AR/NR3C4 vy el
fenotipo presentado en el paciente, se sugiere un analisis adicional para la busqueda de variantes en
genes responsables de codificar para enzimas involucradas en el proceso de biosintesis de

andrégenos.
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ANEXO 1. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de cada exdn del gen NR3C4. Disefio de
oligonucledtidos 5’ y 3’ para uno de los ocho exones que conforman el gen NR3C4 a través del uso

del programa de disefio PrimerQuest.

Tabla 2. Secuencias nucleotidicas disefiadas para cada fragmento del exon A del gen NR3C4.

Pares de

Exoén Secuencias nucleotidicas Tamairio
bases (pb)

Al 5- AGGTGGAAGATTCAGCCAAGCTCA -3 24 201
5'- CTGCAGCAGCAGCAAACTGG -3 20

AD 5'- CGTGCGCGAAGTGATCCAGAA -3’ 21 269
5- GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT -3’ 24

A3 5'- AGCAGGGTGAGGATGGTTCT -3’ 20 276
5- TAAGGTCAGCGGAGCAGC -3 18

Al 5- ACCTCCGGACGAGGATGACTCAG -3 23 057
5- TGGCGTTGTCAGAAATGGTCGAAG -3 24

A5 5- CCCACTTCCTCCAAGGACAATTAC -3 24 267
5- AGTATCTTCAGTGCTCTTGCCTGC -3’ 24

A6 5- TTGGCCGAATGCAAAGGTTCTCTG -3 24 256
5'- CCAGAGCCAGTGGAAAGTTGTAGT -3’ 24

A7 5- CGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGT -3’ 24 260
5- TGAGGGTGACCCAGAACCG -3’ 19

A8 5- TCGCATCAAGCTGGAGAACCC -3’ 21 202
5’- ACCACCACACGGTCCATACAACT -3 23

A9 5- AAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGT -3 24 237
5- TTGACACAAGTGGGACTGGGATAG -3 24

A10 5- AAGCGACTTCACCGCACCTGAT -3 22 235
5- AATCTGAGTGTTCGCGCAGGTA -3 22
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Tabla 3. Secuencias nucleotidicas disefiadas para los exones B al H del gen NR3C4.

Exén

D1

D2

Secuencias nucleotidicas

5- CTGCCATTCAGTGACATGTGTTGC -3’
5’- AAGAGAAGTGCATGTGCAAGACCC -3

5'- CCCGAAGAAAGAGACTCTGGAAAC -3
5'- AGAGAGGAAGGAGGAGGAAGAGAA -3’

5’- TAAATTCAAGTCTCTCTTCCTTCCC -3’
5- AAAGGAGTCGGGCTGGTTGTTGT -3

5’- TGAATGTCCTGGAAGCCATTGAGC -3
5- GCTGGTCCATAGGAGCGTTCACTAAA -3’

5’- TCAGACTTAGCTCAACCCGTCAGT -3
5- AGGTCTGGCCAAGCTGCTGTATTT -3’

5’- ATCAGAGACATTCCCTCTGGGCTT -3’
5- CATTCCCTGCACTTCTAGGCACTT -3’

5- TAATGCTCCTTCGTGGGCATGCTT -3’
5- AAGCACCCTCCATCGTTTGCTTAC -3

5- CCACCTCCTTGTCAACCCTGTTT -3
5'- ACAGGCAGAAGACATCTGAAAGGG -3
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Pares de
bases (pb)

24
24

24
24

25
23

24
26

24
24

24
24

24
24

23
24

Tamafo

228

220

219

239

261

230

238

266
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